

































Recent advances in protein chemical modification.
Abstract
Chemical modification of protein is an arduous but fruitful task. Many chemical methods have been devel-
oped for structure determination, protein engineering and proteomics technology by carefully balancing reactivity
and selectivity. We have in hand an arsenal of tools from which we can select a relevant reaction to tackle their
problems. Identification and quantification of multiple proteins from complex mixtures is a central theme in post-
genomic biology. Chemical modification reactions are available in various protocols for mass-spectrometry-based
proteome analysis. In this review, I will present the most popular and effective methods employing chemical
modifications of proteins.
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合する分子 (リガンド) は､ ミオグロビンのヘム基に配
位する酸素分子のような低分子のこともあるが､
TATA 結合タンパク質が結合することによって歪めら

















GTP 結合タンパク質である Ras の GTP が GDP に加水
分解された際に生じる構造変化である｡ GTP 結合型
Ras は ON (活性化) 状態で､ 細胞を増殖させるシグナ















































与基として働きうる NH 基である｡ これらの基が､ タ
ンパク質構造の中で相互作用する｡ タンパク質中に見つ



















































決定づけている｡ 親水性残基のいくつかは､ pH や微小
環境に応じて電荷状態を変化させ､ アスパラギン酸やグ
ルタミン酸は､ 水溶液中での pKa 値が５に近いため､
通常ははプロトン化されることなく､ pH7では負に荷電
している｡ ところが､ タンパク質分子の疎水性内部環境
では両アミノ酸の pKa 値が７､ もしくはそれ以上とな
るので､ 生理的な pH 条件ではプロトン供与体として機
能する｡ 全く同じ考察がリシンの挙動にも当てはまり､
リシンは水溶液中での pKa が10より大きく､ そのため
通常では正に荷電している｡ ところが､ 非極性の環境下､
もしくは正に荷電した分子が近在している場合､ リシン





る｡ ヒスチジンは２つの滴定可能な NH 基を持ち､ pKa
値はそれぞれ６である｡ ところが NH 基の片方がプロ
トンを失うと､ もう一方の pKa 値は10をはるかに上回
るようになる｡ 両方の NH 基がプロトン化されると､
ヒスチジンは全体として正に荷電する｡ また､ タンパク
質の主鎖から遠い方の NH 基がプロトン化されると､
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ない｡ アルギニンは､ pH が中性である場合は常に完
全にプロトン化されており､ 正の荷電はグアニジノ基
[-NHC(=NH)NH２]の炭素原子に主として局在している｡










互作用に関わっている｡ チロシンは生理的な pH 条件で



































































































を行う｡ そこで､ ①アミノ基､ ②カルボキシル基をはじ
め③グアニジノ基 (アルギン残基)､ ④イミダゾール基
(ヒスチジン残基)､ ⑤インドール基 (トリプトファン残
基)､ ⑥フェノール基 (チロシン残基)､ ⑦チオエーテル














がある｡ タンパク質分子内のアミノ基 (-NH２) は２種





も可能である｡ つまりアミノ基の反応 pH をコントロー
ルすることによって解離か非解離の電子状態にすること
が可能であり､ 反応の pH を pKa より高くすればアミ
ノ基の求核性が高まり､ 一般により多くの試薬に対して
反応する｡ したがって､ α-アミノ基の pKa とε-アミノ







多いことから､ 14C や３H を用いた放射標識､ あるいは蛍
光試薬を用いた蛍光標識の部位をして推奨される残基で
ある｡ アミノ基を14C や３H で標識したのもは､ チロシン










は比較的高く､ 特異性も比較的によい｡ しかし､ 反応の
pH が高い (pH10.5) ので制約がある｡ また､ 得られた





ン 化 反 応 は ､ グ ア ニ ジ ル 化 よ り 穏 や か な 条 件
(pH7～10) で､ しかも速く進むが､ pH 依存性が極めて
強い｡ したがって､ 適当な pH を選ぶことによってアミ
ジン化の反応速度をコントロールし､ 目的に合った修飾
を行うことが可能である (Scheme 2)｡


































6M HCl 加水分解後､ アミノ酸分析計でジメチルリジン
として定量することができる｡ 生じたジメチルアミノ誘
導体の pKa は､ もとのアミノ基より0.6～0.6程度低く
なるが､ 他の方法よりも pKa の変動が少なく有利であ
る｡ さらに､ メチル基そのもののサイズがそれほど大き
くないのは利点であるが､ 反応の収率はあまりよくない｡
この反応は pH 依存性が強く､ pH6ではまったく反応が











に対する反応速度は､ そのアミノ基の pKa と log k =







































































































































ニル (TNP) 基を結合させることにより､ そのタンパ
ク質の抗原性を高めたり､ あるいは DNP 基または TNP
基対する抗体を作ることがあり､ これは免疫学的な観点
からは有用である｡ また､ TNP 化はアミノ基の定量法







































































































ステル化反応 (Asn→Asp-OMe, Gln→Glu-OMe など)､
セリン､ スレオニン残基における N→O 転移反応など
が起こる可能性があったため､ 広範な応用には限界があっ
た｡
1966年に Hoare と Koshland らは､ カルボジイミド30
を用いてカルボキシル基の修飾をより緩和にかつ系統的
に行うことを検討し､ 実用的な方法を開発した31｡ この
方法では､ 水溶性カルボジイミド (例えば､ 1-エチル-3-
ジメチルアミノプロピルカルボジイミド塩酸塩) によっ
てカルボキシル基を活性化し､ 任意のアミン成分 (例え
ば､ 塩化アンモニウム､ グリシンアミド､ グリシンメチ

































次に､ エステル化の方法として､ 1945年に Fraenkel-
Conrat と Olcott らによって開発された塩化水素－メタ
ノール法には､ 前述したように､ 脱アミド反応､ ペプチ






















































































一般に緩和であり､ 収率は低い｡ 応用例としては､ キモ
トリプシノーゲンＡ35､ リボヌクレアーゼ36､ およびウ
サギ IgG37などがあり､ 試薬を0.4～0.8mol/l 消費した
場合に上記のタンパク質はそれぞれ pH5.5, 4.5, 5.5






















の多くは､ 反応収率が低いか､ 副反応､ あるいは分子内
架橋などの問題がある｡ このような問題点を解決するた








受け､ もちろん､ シスチンの S-S 結合は開裂された｡ 応
用例としては､ γ-カルボキシグルタミン酸 (Gla) の同


























り pH8～9において修飾される｡ その際､ アルギニン残
基１個当り２分子の試薬が反応する｡ 修飾生成物として




い｡ しかし､ 修飾の結果､ アルギニン残基に２つのベン
ゼン環が導入されるので､ 修飾残基近傍の構造が局所的
にかなり影響を受けるのはまぬがれない (Scheme 11)｡





























％フェニルグリオキサールと pH8.0､ 25℃で反応し､ 60
分後には殆ど全部が脱アミノ化される44｡ 同様に､ ジス
ルフィド結合を還元後 S-カルボキシメチル化したイン






















Patthy と Smith は､ この安定化を利用し､ pH8～9でア
ルギニン残基だけを選択的に修飾する方法を確立し
た49,50｡























































































































































































































と考えられている｡ また､ 基質結合部位にあって､ 基質
との結合に重要な役割を果たしているものもあり､ パパ
イン62の Trp69および177､ キモトリプシン63の Trp215､



































































い｡ NBS によるタンパク質の修飾反応は､ 主として酸
性 pH 条件で行われ､ オキシトリプトファンが生成され
る｡ pH を上げると反応効率が落ちるが68､ 中性近くで
は少量の NBS による選択的修飾も可能である｡ 弱塩基
性溶液で N-アセチル-L-トリプトファンメチルエステル





NBS の関連化合物として､ 濃厚尿素溶液に NBS を作








ドレニンは､ NBS より選択的な試薬である72｡ 本試薬を
10倍 mol 量の50％酢酸中で作用させたとき､ トリプト
ファンが完全に消失し､ メチオニンがメチオニンスルホ
キシド､ システインがシスチンに酸化されるほか､ 他の
アミノ酸に変化は認められなかった｡ 30倍 mol 量で20
時間の反応ではチロシンに14％程度の減少が見られた｡





ルミル化､ オゾン酸化がある｡ まず､ 2-ヒドロキシ-5-ニ
トロベンジルブロミド (HNB-Br) は､ 酸性条件下では､
チオール基を除けばトリプトファンに対して特異的な試












ては､ アセトン､ ジオキサン､ ジメトキシエタンなどが
用いられており､ メタノールでは加溶媒分解が起こるこ


































































































































































































きる｡ 反応性は pH5～9の範囲であまり差がないが､ pH




オール基の保護には四チオン酸カリウム (S４O ２－６ ) で












オン(I －３ )､ 一塩化ヨウ素､ ヨウ化カリウム＋クロラミ
ン T などがある｡ いずれの試薬でも､ ヨウ素化の活性

















































般に､ 他の残基の反応性は pH を低くすると小さくなる
ので､ 過酸化水素によるメチオニンの酸化は低 pH 条件
下で行われるのが普通である｡
次に､ Shechter ら88は､ N-クロロスクシンイミド (N








































成物を調べた結果､ いずれの pH においても､ メチオニ
ンが最も酸化を受けやすく､ ついてトリプトファン､ シ
ステイン､ チロシン､ ヒスチジンの順序で変化を受ける｡
酸性 pH の方が､ pH8.5よりも酸化反応が起こりやすい｡
NCS は pH2.2および7.5で､ メチオニンおよびトリプト
ファンのみを酸化する｡ クロラミン T は､ NCS と同様
に pH2.2ではメチオニンとトリプトファンの両方を酸化
するが､ pH8.5ではメチオニンのみを酸化し､ トリプト


















































ロシンは O-アセチル化を受け､ システインは S-アセチ




















に高い反応性を示し､ アルキル化､ アシル化､ 酸化､ チ
オール－ジスルフィド交換反応､ フェニルハライドとの
反応､ メルカプチドの形成､ ヘミメルカプタールの形成､












































低分子チオール化合物の SH 基の場合とは異なり､ タ
ンパク質中の SH 基の pKa は多くの因子の影響で変化
する｡ その一つは､ タンパク質中でのチオール基の空間
的配置である｡ 覆われた (masked) あるいは埋没して
いる (buried) チオール基は､ タンパク質分子の中の疎
水的環境にあって溶媒に接触できないために､ 一般に分




したアミノ酸残基が存在すると､ チオール基の pKa は
～8.35へ低下し､ 荷電したアミノ酸残基が近傍にないと
きは､ pKa は～9.5となり､ また近くに負に荷電したア
ミノ酸残基があるときにはタンパク質チオール基の
pKa は10.3へ上昇する｡ さらにチオール基は水酸基と異









によるアルキル化がある (Scheme 27)｡ ハロゲン化ア
ルキル化剤としては､ モノヨード酢酸およびそのアミド､
モノブロモ酢酸およびそのアミド､ α-ヨードプロピオ




















ル酸エチル､ アクロレイン､ 無水マレイン酸､ N-エチ
ルマレイミド､ ビニルスルフォンなどの化合物に付加す


















ジル (NBS)､ エチルクロロアセタミド､ 4-クロロ-3,5-ジ
ニトロフェナシルブロミドなどは､ 二官能性試薬として
使用されている (図12)｡ これらは､ タンパク質側鎖中､
チオール基､ アミノ基､ イミダゾール基間に架橋する｡
















図12 二官能性試薬 NBS の構造




CoA､ 4-ホスホパンテテイン､ リポ酸､ グルタチオン
などの低分子チオールおよびグリセルアルデヒド-3-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ､ フィシン､ パパイン､ チオラー
ゼなどの酵素に存在する高分子チオール基は､ 容易にチ
オエステルを形成してアシル基を転移することができ




フェリシアニド[Fe(CN) ３－６ ]､ 四チオン酸ナトリウム
(Na２S４O６)､ o-ヨードソ安息香酸､ 過酸化水素によって
緩和な酸化を受け､ 分子間あるいは分子内ジスルフィド
を形成する｡ しかし､ これらの試薬は､ チオール基だけ














(特に､ 鉄と銅) の存在で非常に加速される｡ したがっ
て､ これら金属イオンと複合体を形成するキレート剤を
添加したり､ β-メルカプトエタノールやジチオトレイ

























る｡ また､ β-メルカプトエタノール､ チオグリコール
酸､ 水素化ホウ素ナトリウムで還元できる｡ また､ アゾ
ベンゼン-2-スルフェニルブロマイドは､ 先の試薬に比
べ､ 水に易溶で､ しかもトリプトファン残基と反応せず､





















タノール､ β-メルカプトエチルアミン､ DTT あるいは
ジチオエリストールなどがタンパク質のジスルフィド結
合の還元剤として用いられている (Scheme 31)｡









































イオンによる､ アルカリ pH でジスルフィド結合の加水









































































たのか､ MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/









































































































































































また､ ICAT のビオチン骨格はイオン化しやすく､ その
他のペプチドのピークが検出されにくく､ タンパク質の
同定効率が下がる問題がある｡ そこで､ ビオチンタグを













無水物 (36)135,136､ ICPLTM 試薬 (37)137,138､ Exac TagTM
試薬139､ SPITCTM 試薬 (38)140,141および iTARQTM 試薬
(39)142－144などがある｡ また､ トリプトファン残基のイ
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量やエネルギー摂取量により､ また成長､ 加齢､ 妊娠､
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